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1. は じ めに
1980年代 に入 っ て世界的に注目さ れ始め た地球 の温暖化 , オ ゾン 層の 破壊 とい っ た 地
坪規模 の環境破壊 臥 こ の ス ケ ー ル が遥か に大 きく ､ か つ この 原因も産業活動 に起因す
る の み な らず ､ 我々 の 日常生活様式の 変化 にも関係 した複雑な メカ ニ ズム によ る もの で
卒る と考 えられ て い る
1)
｡
こ の ような 環境破壊 の進展 に伴 っ て 生態 系の/マラ ン ス の崩壊 も深刻化し て き て おり ,
こ れ を どの ように抑制し ､ い か に して バ ラ ン ス の 保全 を図るか が急務 とな っ て い る ｡
この 様な 背景 の 中で , 植 物の 生育状態を 非破壊 , 非接触で 短時間に モ ニ タリ ン グする
レ ー ザ 誘起 蛍光(us er
- Indu c ed Flu o re sc e n c e :LIP)法の 研好' 棚 )が進 め られて い る ｡ こ の
方法 は ､ レ ー ザ光で 葉肉の 光合成色素や葉内に蓄積され た化合物 を励起 し ､ そ こか ら放
射され る 蛍光 を利用 して ､ 植物 の 内部情報 を抽出する ため, リモ ー トセ ン シ ングデ
ー タ
の解析にあ要串グラ ンドトゥル ー ス デ ー タ取得 の測定方式と して も有効な もの と考え る b
本研究で は , U Vレ ー ザ光 を撫射 して誘起され る蛍光の 特徴を調べ るたあの 供試菓 とし
て ､ ポ トス の生 薬 を使用す る■こ とに した ｡ ポトス の 生葉は同 一 条件 の 下 で育て て もク ロ
ロ フ ィ ル を殆 ど含ま な い 白い 斑入 りの も の か らク ロ ロ フ ィ ル濃革の 高 い 濃緑色 の も の ま
で存在し , 植物情報の 抽出用 の 研究.に適 して い る もの と考えて使用 した ｡
さ ら に , ポ トス か ら放射さ れ る 青緑色とク ロ ロ フ ィ ル によ る 赤色か ら近赤外 のLIFス
ペ ク トル 変化及びそ れ に起因す る 蛍光の 葉内分布 つ い て 明 らか にす る と とも に , それ ら
の 関連性 に つ い て 述 べ る .
2. 謝定装置
本研究 にお い て は , 葉外 に放射 され るLIFス ペ ク トル を測定す るLIF測定装置
-) と菓内
.
の■琴射光 お よ び 蛍 光分布 を 測 定 す る M F域 定 装蓉
11'ん l ”
p(icr o-F ho r es c en clm aging
syste m)･ を用 い て 行 っ た ｡ 以下 に各装置の概要につ い て述 べ る ｡
2.1 LIF測定装置
LIF測定 装置 を図 1 に示す ｡ 本 裟置は , 光源郡 (A) ､ 分光検 出部 (B) とデ ー タ処
理 部■(C) で構成され て い る b
光源部 の レ ー ザは , 紫外(351n m - 364n m) で 発振す るcw A ナレ - ザ( 出力0 - 400m W ､
N E C) を用 い た .
分光検 出部 は ､･光 フー アイ パ 付き 分光単 にⅠエ付ダイオ ー ドア レイ検 出器 (512素子) 杏
取 り つ け､ M D S(Multipurpose DataPro&ssingSyste m)と コ ン ピ ュ ー タで 構成され て い る B
分光測光 の波長範囲は ､ 約3 30nm の 波長領域考同時に測定で きやよう に した ｡ サ ンプ ル
ホル ダ柱 , 痕射光 の 光軸に対 し て 45
o
の 方向か らLIFス ペ ク トル を検 出で き る構造 と し
た .
デ ー タ処理部は , コ ン ピ ュ ー タ ､ プリ ンタ､ プ ロ ツ タ で 構成され い る ｡ LIFス ペ ク ト
ル の デ ー タ処理 臥 M DSに記憶され て い争分光デ
ー タ を コ ㌢
■
ピ ュ ー タ で分光感度清正 ､
積算､ ス ム ー ジ ン グ等を行 い 記録装置 に保存さ れ る ｡
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2.2 M FI測定装置
MFl測定装置を 図2■に示す｡ 本装置 臥 サ ンプル ホル ダ､ レ ー ザ光源､ 画像検 出装置 ､
デ ー タ収録 ･ 処理装置で 構成され て い る .
サ ン プル ホル ダは , 採 取した葉の 水分欠乏による ダメ ー ジ を防ぐた め に水分を葉の 下
部か ら供給で きる よう な構造と した ｡
レ ー ザ光源は ､ 前述 した紫外 で発振するc w Ar
'レ ー ザを使用 し , サン プル ホ ルダ面よ
り上方に約50FL m 出た ( 細胞にして1ない し2個分に相当する) 葉の横断面上に照射した ｡
画像検出装 掛ま, 金属顕微鏡とそ の 上部 に4枚 の帯電体干渉 フィ ルタ･(透過 ピ ー ク 波
長 :450n m ､ 530n m ､ 687n n, 741Ⅲ mで 半値 幡約Sn m) を取 り つ けたlエ付CC Dカメ ラで 構
成きれて い る ｡･ 葉の 切 断面か ら の･蛍光 の棄内分布 は､ レ
ー ザ光 の光軸に対 し垂直方向 に
散 乱 し た 蛍 光 を
務 電 体 干 渉 フ ィ
ル タ を と お し
て ､ 各 波 長 ご と
に Ⅰ.I.付 C C Dカ メ
ラ で 2次元 画 像 と
し て 測 定 し た ｡
ま た ､ 照 射 光 の
案 内 分 布 も 干 渉
フ ィ ル タ の 代 わ
り に 減 光 フ ィ ル
タ を 使 用 し 同 様
な 方 法 を用 い て
測 定 で き る よ う
に した ｡
デ ー タ 収 録 ･
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処理装麿 は ､ 画質改善の た め に横算平均化する ためのイ メ ー ジ プロ セ ッ サ ､ イ メ
ー ジデ
ジ タイ ザボ ー ドを組 み込んだコ ン ピ ュ ー タ ､ ビデオ プリ ンタ , プロ ツ タ , プリ ン タで 構
成 され て い る ｡ 測定され た画像ほ , 市販 のF R M-TOOL KIT(フ ォ ト ロ ン 製) と峰内等 が
開発 したP- Graph画像処理ソ フ ト
14' を用 い て 任意 に指定t,た 位摩の Ⅹ 軸上 の 強度プ ロ フ
ァイ ル ､ バ ッ クグラウ ン ド消去 ､ 線型濃度変換等 の 画像処理が で きる よう に した ｡
23 試料
供試薬 には . ク ロ ロ フィ ル の 蛍光 と ク ロ ロ フィ ル以外 の 化合物 によ る蛍光 の 関係 を調
べ る た めた25℃ の 室内で 生育させた ポトス の生薬を用い た . ク ロ ロ フィ ル洩度の 異な っ
た生 薬 を選 ぶ た め に ､ ク ロ ロ フ ィ ル濃度 と相関性が高く 非破壊 で 測定 で き る 葉緑素計
(sp A D 501､ ミ ノル タ)
1 5) ･ 10 を使用 した ｡ そ の値か らク ロ ロ フ ィ ル を殆ど含 まな い 白
い 斑入 り の 菓 ( 葉線索計値 G M - 2) とク ロ ロ フ ィ ル 濃度が 徐 々 に高く な っ た 緑色葉
( 葉緑素計健かG M= 7 , 1 7､ 2 5､ 3 6) の 4種頬の葉 を選び測定 に使用 した ｡
3. 湘 定籍 果
3.1 ポ トス 棄のLIFス ペ ク トル
植物葉 で 吸収 した紫外光や可 視光 の 光エ ネルギ ー 臥 葉 内に蓄積された有枚化合物や
集光性ク ロ ロ フ ィ ル a , b 及 びカ ロ チノイ ド等の 光合成色素蛋白の 色素間で エ ネル ギ ー
伝達され , 最終的に反応中心 ク ロ ロ フ ィル a に到達し光合成反応 に利用さ れ る ｡ そ の エ
ネル ギ ー 伝達過程で ､ そ の 一 部が 葉外に蛍光と して 放射され る ｡ 特に ､ 可視雅励起で ほ ,
ク ロ ロ フ ィ ル によ る650n mか ら80On mの 波長域にかけた蛍光が主 に放射され る ｡ また ､ 紫
外光励起 で 臥 ク ロ ロ フ ィ ル によ る蛍光 に加 えク ロ ロ フ ィ ル 以外の 葉内 に事項 された化
合物に よる400皿 m か ら600n mの 波長域 の蛍光 が観測さ れる ｡ こ の こ と 杜 ､ 植物葉 を紫外光
で 励起 した場合には ,.可視光励起i芋よる ク ロ ロ フ ィ ル 蛍光測定 の 場合 と比 べ , 蛍光放射
の 波長領域 も広 く多く の情報が含 まれ て い る ため1 植物の 情報を得る の に有効な こ とと
考え る ｡ し か し､ 400Ⅱm
か ら50 m 付近ま で の 波
長帯は , ク ロ ロ フ ィ ル等
の光合成色素の光 吸収帯
にあた り , ク ロ ロ フ ィ ル
に再吸収 ･ 再利用さ れ る
た め , ク ロ ロ フ ィ ル 蛍光
に影響する こ とが考え ら
れ る ｡
この ため ､ 一 枚の ポト
ス 生棄 で 葉色が 異な り葉
緑素計の G M値が異な る
5点 (G M - 2､ 7, 17, 2
5､ 36) を 選び , そ の 各
部位と こ の 部位に対応 し
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た LIFス ペ ク トル を最大準
度 で 規格 したも の を図3 に
示 し た ｡ ･こ の 節呆 ､ LIFス
ペ ク トル は G M値 の 増加に
伴 い 青色 の450m n(F450)付
近の ピ ー ク が相対的 に小さ
く な り ､ 逆 にク ロ ロ フ ィ ル
によ る赤色か ら近赤外 の光
化 学 反 応系Ilに 関 係■し た
685n m(F685)と光化学反応
系1に 関係 した740nm (F74o)
付近 の ピ - ク が大審 くなつ
た . さ ら に , ク ロ ロ フ ィ ル
に よ る 二 つ の ピ ー ク の聞で
は ､ 488nm の 励起光 に よ る
水稲葉を用 い たク ロ ロ フ ィ
ル 濃度とF740ノア685比で 得 ら
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of pothos le aves
れ た もの と同様に GpM催 の 増加 にと もない 再吸収効果によ っ･て 長波長mI)のF740.が大きく
な る こと を示したr
l'
｡ 各蛍光tf - ク間 の歯係 を開ぺ るため , 青 色蛍光 の ピ｢ ク と‾ク ロ ロ
フ ィ ル 蛍光 ピ ー ク比 (F685p450･比
■
とF74(岬45り比) と G M値との関係を褒 め図4 に示 し
た ｡ この 結果か ら ､ F685げ450比は , G M億の増加とともに傾 き.卑官ゆるやか に増加 した ｡
しか し, F740n7450比 壮､.逆は増加 の 傾きが大きくな っ た{ こ の1= と 臥
■前述の 光化学
反応 系内の短波長側 のF685をF740側が 再吸収する要因が主 に増した癖呆 で あると考 えら
れ る ｡
こ れら の こと か ら ､ 青色域 とク ロ ロ フィ ル か らのLIFス ペ ク トル の 形は ､ 生薬 内の ク
ロ ロ フ ィ ル 濃度 に深く依存し い る ことが明らか になっ た ｡
3.2 ポ トス 葉内の 照射光と帝起蛍光分布
可 視光 を頗射 した と きの 照射光 の案内分布は ､ 著者等 によ っ て 案内の ク ロ ロ フィ ル濃
度に依存 して変化す る こ と示 した 12) ｡ 図3 に示 した よう にU V光励起 によ るLIFス ペ ク ト
ル には450n m付近に ピ ー ク と530nm (F530)･付近の 屠をも つ ブロ ー ドな青緑色の 蛍光 とク
ロ ロ フ ィ ル 蛍光の 二 つ の ピ ー ク687n m (F687) ､ 741n 皿 (F741) が存在 し ､ これ らの 蛍光
ピ ー ク の 波長にお け る の蛍光 の 案内分布 との 関係を調 べ た ｡
u Fス ペ ク トル の 測定 に用い た其の ク ロ ロ フ ィ ル 濃度が , ほとん ど含 まれ な い菓 (G
M 値 :2) と中濃度 (G M値 :17) お よび高濃度 (G M値 :36) の 3 種類 の ポ トス 菓を
同 一 ポッ ト内か ら採取 し ､ 照射光 と蛍光 (F450､ F530, F687, F741) の 葉内分布 を測定
した ｡ そ の 測定結果 を ,一 各港魔の 葉の 細胞 構造と とも に照射光 と蛍光の 案内分布及びそ
の 各画像 の 同 一 場所 に引い たライ ン上 の 強度プロ フ ァイル を規格化 して 図 5 に示 した .
これ より U V照射光 の 葉内分布は ､ ク ロ ロ フィ ル濃度 に関わ らず葉 の 下面表皮 まで 到達
して る こ とが 明らか に な っ た ｡ 菓内の 照射光 は , ク ロ ロ フィ ル を含 まな い白い 斑入り の
葉で は上 面表皮付近で 強く 分布する が ,. ク ロ ロ フ ィ ル を含ん だ葉で は上 面表皮細胞 の 内
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Im age of le af c ro s sS ectio ns ,sc atter ed li中t,blu e-gre n(F450,F530)and
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n e scalebaris 200LL m.
側 にある葉肉細胞の 先端より さらに内部に入 っ た と ころで 強く･み られ た ｡
青緑 色のF450とF53O の蛍光 ほ ､ ク ロ ロ フ ィ ル 濃度の増加と と もに菓 の 内部の 葉肉細胞
で の分布強度が弱くな り , 表皮細胞付近で 強く見 られた ｡ 特 に ､ ク ロ ロ フ ィ ル を含 まな
い 白い 斑入り の菓で は, 葉の 内部 にま で比較的強く分布 してい る こ とが明らか にな っ た ｡
こ の こと.より ､ 青緑色の 蛍光を発する 物質は葉内全体に存在す る と考え られ る ｡ しか し,
ク ロ ロ フ ィ ル の存在する線色菓 で ほF450 の青色蛍光ほ･, 先に述 べ た よう にク ロ ロ フ ィ ル
の 再吸収によ り , 葉肉細胞 内で の ク ロ ロ フ ィ ル濃度の 増加 に ともな い ､ 急激に減衰 して
分布 した ｡ また , ク ロ ロ フ ィ ル の 最大吸収波長帯か ら外れるF530の緑色蛍光は ､ F450に
比 べ ク ロ ロ フ ィ ル の 濃度が高 い場合に も葉肉細胞の 内部にお い て も分布して い た ｡
ク ロ ロ フ ィ ル のF687とF741の 蛍光は ､ ク ロ ロ フ ィ ル が存在する菓 にお い てkL と も に
葉肉細胞 内で 強く分布 し葉肉細胞 の 先端部付近で 最大値 を示 した ｡ しか し , ク ロ ロ フ ィ
ル を ほ とん ど含 まな い G M - 2 の 葉 で は ､ 表皮と細胞壁 の 一 部 にF687とF741の 蛍光分布
がみ られ ､ ク ロ ロ フ ィ ル を含む 葉 と異な っ た 分布 を 示 した ｡ 中濃度 の G M= 1 7ポ トス
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集で 杜 ､ ク ロ ロ フ ィ ル が葉肉細胞内に低濃度で 広範囲に分布 して い る た め , F 687とF741
の 蛍光 は , 尭肉細胞 内に広< 分布 した ｡ 南港東の G M- 3 6 のポ トス 葉で は , ク ロ ロ フ
ィ ル の 分布密度が高い 葉肉細胞の 先端部付近で 入 射光を放 とんど吸収す.る た め , F687と
F741の 蛍光分布は 葉肉細胞 の 先端部で 強く ､ 葉の 深部で 娃急激に減少 した｡ また , G M
値が 高く な ると , F687の ピ ー ク位直 に比べF741の ピ ー ク位置虹 低濃度葉に比べ 蛍光の
再吸収効果が強く な る こ とか ら葉の深部に約5.11L m 程度 シ フ トした ｡･
これ らの 結果か ら , 牌射光や 蛍光 の案内分布は ､ ク ロ ロ フィ ル濃度に依存して変化し ,
これ らが 案外 に 放射 され るLIF スペ ク トル に密接に関係し た結果と して 現れ る こ とが考
え られ る ｡
4.蘇鎗
植物薬 のLIF スペク トル は ､ U Vの レ ー ザ光で 励起した場合には多く の植物葉にお い て
青色か ら線色にか けた幅広い 波長帯域 の蛍光とタ ロ甲フ ィ ル の赤色か ら 近赤外域にかけ
た蛍光の 波長帯域 で 放射さ れる ｡ 緑色の ポトス 葉とク ロ ロ フ ィ ル を含 まな い白 い斑入り
の ポトス 葉 を用 い た 蛍光分布の 測定から ､ 赤色から近赤外の 蛍光 は , 柵状組織内に分布
したク ロ ロ フ ィ ル によ る もの で あるが , 青色か ら緑色にかけた蛍光は , 葉内の はとん ど
の 細胞内 に蓄積さ れ た化合物に よる もの で あっ た ｡ しか し ､ 葉色の 濃い ポ トス 薫か らの
青色から緑色 にか けた 蛍光 は ､ ク ロ ロ フィ ル を含んだ柵状組織内で 臥 ク ロ ロ フ ィ ル
■
に
より 再吸収され , ク ロ ロ フ ィ ル を含まな い表皮細胞付近か らの もの で あ っ た ｡
本研究か らク ロ ロ フ ィ ル 以外 の 案内 に蓄積され た化合物による青緑色の 蛍光とク ロ ロ
フ ィ ル に よ る蛍光 の 葉内分布 と ､ LIFス ペ ク トル の中たみ ら.れ た特徴 的な蛍光 ピ ー ク と
の 間 には密接な関係がある ことが明 らか にな っ た ｡
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